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Melanocyte culture medium, useful for growing melanocytes for 
transplantation in treatment of pigmentation disorders, comprises basal 
medium with specific supplements 
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Abstract of DE1 01 62960 

A melanocyte culture medium <A), comprising: (a) basal medium for culture of primary human cells, 
containing not less than 0.6 mM calcium ions and supplemented with transferrin, albumin and 
glutamine; (b) 0,5-10 mM cyclic adenosine triphosphate (cAMP); (c) 0.6-50 ng/mL basic fibroblast 
growth factor (bFGF);^d) 0.1-100 nM alpha-melanocyte stimulating hormone (aMSH); and (e) 0.1-100 
nM endothelin-l (El), Is new. An Independent claim Is also included for a suspension of melanocytes 
in (A). 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Melanozyten-Kulturmedium und Verwendung desselben 

@ Die genannten Aufgaben werden erfindungsgemaB ge- 
lost durch ein Melanozyten-Kulturmedium, enthaltend 
ein fur die Kultur von primaren human Zellen geeignetes 
Bastsmedium, das einen Gehalt an Ca^* von nicht unter 
0,6 mM aufwelst und mit Transferrin. Albumin und Gluta- 
min supplementiert ist, wobei das Melanozyten-Kultur- 
medium zusatzlich enthalt: 0,05 bis 10«0 mM cAMP, 0,5 bis 
50 ng/ml bFGF, 0,1 bis 100 nM a-MSH und 0,1 bis 100 nM 
Endothelin-1 sowie wahlweise 0,1 bis 50 ng/ml EGF und/ 
Oder 0,1 bis 50 pg/ml Insulin. 

In einem zweiten Aspekt betrifft die Erfindung die Ver- 
wendung eines wie oben defmierten Melanozyten-Kultur- 
mediumszur Zuchtung von Melanozyten. 
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Beschreibung 

[0001] Die voiiiegende Erfindung betrifift ein fur Melano- 
zyten geeignetes und voizugweise fur Melanozyten selekti- 
ves Kulturmedium. 
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Hinteignind der Erfindung 

[0002] Ehe Melanozyten sind Zellen. die fur die Pigmen- 
tierung der Haul verantwortlich sind. Sie sind die Orte der 
Pigmentbildung und Lagerung. Storungen der Pigmentbil- 
dung und/oder Lagerung fiihren entweder zu einer Uberpig- 
mentierung beispielsweise in Form von Pigmentflecken, 
dem Cloasma, Muttermalen, Leberflecken und anderem, 
Oder der Unterpigmentierung, was z. B. im Falle der \^tiligo 
Oder den sogenannten "Altersflecken*' zu einem ganzlichen 
Fehlen von Pigmenten und daher weiBen Reckon auf der 
Haul fuhren kann. Beide Arten Pigmentierungsstdmngen 
konnen kosmetisch unerwiinscht sein. 

[0003] Zur Behandlung von Altersflecken wurde in der 20 derzeit zwei Medien der Firma Promoceil GmbH (Heidel- 
Vergangenheit veisucht, die umgebende Haul im Farbton an brag, Deutschland) verwendet, von denen eines den oben 
die Flecken anzupassen, also die Haul zu bleichen. Ebenso genannten Phorbolester TPA sowie einen Rinderhypophy- 
ist versucht worden, Ubeipigmentierungen duich Bleichen senextrakt enthalt (Handelsname: Melanocyte Growth Me- 
der betroffenea Hautpartien zu beseitigen. Das Bleichen ist dium, KaL-Nr. C-24010), Das TPA-freie Medium der Firma 
zum einen ein fiir die gesunde Haul fragwiirdiges. da poten- 25 Promocell (Handelsname: Melanocyte Growth Medium 



[0007] SchlieBlich muss ein Kulturmedium von fiir die 
Transplantation bestimmten Zellen mit dieser Endbestim> 
mung kompatibel sein. Das bedeutet, dass das Medium aus- 
schlieBlicb nach dem Arzneimittelgeselz zulassige und ver- 
tragliche sowie unter der "good medical practice" tolerier- 
bare Bestandteile enthalten sollte und vorzugsweise enthalt 
[0008] Fiir wissenschaftliche Melanozytenkulturen ver- 
wendete Medien erreichen die oben unter erstens bis drittens 
genannten Ziele ublicherweise durch Zusatz von Phorbole- 
stern wie 12-ortho-Tetradecanoylphorbolacetat (TPA) oder 
Phorbolmyristinacetat. Alle Phorbolester sind Karzinogene, 
die unter anderem die Entstehung von Hautkrebs fordem. 
Fine Retransplantation von potentiell mit Karzinogenen be- 
handelten Zellen verbietet sich jedoch von alleine. Andere, 
ublicherweise verwendete Bestandteile sind das mitogene 
Choleratoxin oder fotales Kalberserum (FCS), das ein star- 
kes Antigen darstellt und aus diesem Grunde nicht geeignet 
ist. 

[0009] Kommerziell fur medizinische Zwecke werden 



tiell schMdigendes Verfahren. Zum anderen wird das ge- 
wunschte Eigebnis oft nicht in zufiiedenstellendem Umfang 
erzielt. 

[0004] In jiingerer Zeit mit der Entwicklung der modemen 
Biotechnologie ist man in schwerwiegenden Fallen der "Viti- 
ligo dazu ubergegangen, die von der Stoning befallenen 
Hautpartien abzutragen und durch gesunde, d. h. ausrei- 
chend pigmentierte Transplantate, vorzugsweise Eigen- 
transplantate zu ersetzen. Hierzu werden dem Spender, bei 
Eigentransplantaten also dem Patienten, an einer normal 
pigmentierten Stelle Hautteile entnommen. Aus diesem 
Biopsat werden selektiv die Melanozyten gezuchtet und ver- 
mehrt. Stehen ausreichend Zellen zur Verfiigung, werden an 
der betroffenen Stelle die oberen Hautschichten entfemt und 
eine die kultivierten Zellen enthaltende Losung aufgetragen. 
Die gesunden Melanozyten wachsen an und konnen nach 
der Abheilung eine ausreichend pigmentierte Hautpartie bil- 
den. Dies hat die kosmetisch gewunschte W^kung, dass 
eine normale Pigmentierung erzielt und gleichzeitig das um- 
gebende Gewebe weitgehend geschont werden kann. 
[0005] Da Melanozyten nur einen unteigeordneten Pro- 
zentsatz der vorhandenen Hautzeilen darstellen, wird jedes 
Spenderfoiopsat, aus dem die Melanozyten geziichtet werden 
sollen, uberwiegend andere 2^1itypen, vor allem Rbrobla- 
sten und Keratinozyten, enthalten. Jedes fur die Zuchtung 
der Melanozyten verwendete Kulturmedium muss daher fol- 
gendes leistra: Ersten muss es auf die Melanozyten prolife- 
rationsfordemd wirken. Zweitens muss es die Differenzie- 
rung des gewunschten Zelltyps fbrdem oder zunundest sta- 
bilisieren. Da Proliferation und terminale Differenzierung 
oft entgegengesetzte und einander ausschlieBende Entwick- 
lungsrichtungen sind, die eine Zelle einschlagen kann, sind 
KompromiBlosung zwischen beiden fur Kulturmedien oft 
schwer zu finden. 

[0006] Drittens soUte ein geeignetes Kulturmedium das 
Wachstum unerwiinschter Zellen, die die Kultur verunreini- 
gen wie beispielsweise Fibroblasten hemmen. Da gerade Fi- 
broblasten die Mehrheit der Hautzeilen darstellen und daher 
zu Melanozyten stets im UberschuB vorhanden sind und an- 



M2, Kat.-Nr. C-24300) weist deragegenuber den Nachteil 
einer zu geringen Vermehrungsrate der Melanozyten auf. 
[0010] Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
ein Melanozyten-Kulturmedium bereitzustellen, welches 
30 die oben genannten Kriterien erfiiUt. Es ist weiterhin Auf- 
gabe der vorliegenden Erfindung, ein Melanozyten-Kultur- 
medium bereitzustellen, das den Anforderungen des AMG 
wie auch der GMP-Richtlinie genugt. 
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Zusammenfassung d^ Erfindung 



[0011] Die genannten Aufgaben werden erfindungsgemaB 
gelost durch ein Melanozyten-Kulturmedium, enthaltend 
ein fiir die Kultur von primaren human Zellen geeignetes 

40 Basismedium, das einen Gehalt an Ca^"** von nicht unter 
0,6 mM aufweist und mit Transferrin, Albumin und Gluta- 
min supplementiert ist, wobei das Melanozyten-Kulturme- 
dium zusatzlich enthalt: 0,05 bis 10,0 mM cAMP, 0,5 bis 
50 ng/ml bFGF, 0,1 bis 100 nM a-MSH und 0,1 bis 100 nM 

45 EndotheHn-l sowie wahlweise 0,1 bis 50 ng/ml EGF und/ 
Oder 0,1 bis 50 pg/ml Insulin. 

[0012] In einem zweiten Aspekt betrifft die Erfindung die 
Verwendung eines wie oben definierten Melanozyten-Kul- 
timnediums zur ZUchtung von Melanozyten. 
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Genaue Beschreibung der Erfindung 

[0013] Wie oben beschrieben, betrifft die Erfindung ein 
spezielles Melanozyten-Kulturmedium. Dieses Melanozy- 
ten-Kulturmedium ist &ei von jeglichen Karzinogenen. Dar- 
tiber hinaus enthalt es vorzugsweise ausschlieBlich nach 
dem AMG sowie nach den GMP-Richtlinien der EU zur 
Verwendung am Menschen zugelassene Substanzen. Die 
aus der Kultur gewonnenen Melanozyten konnen damit 
ohne Bedenken hinsichtlich des Kulturmediums als TYans- 
plantat verwendet werden, 

[0014] Das erfindungsgemaBe Melanozyten-Kulturme- 
dium enthalt ein fur die Kultur von primaren human Zellen 
geeignetes, vorzugsweise reichhaltiges Basismedium, das 



dererseits nur sehr geringe Anforderungen an ein Kulturme- 65 einen Gehalt an Ca^*** von nicht unter 0,6 mM, vorzugsweise 

dium stellen, ist diese Anforderung schwer zu erfullen und nicht unter 0,8 mM, aufweist und mit Transferrin, Albumin 

bedarf einer spezifischen Wachstumshemmung dieses Zell- und Glutamin supplementiert ist. Das Melanozyten-Kultur- 

typs. medium enthUlt zusatzlich: 0,05 bis 10,0 mM cAMP, sowie 



DE 101 6: 

3 

die Kombinadon aus 0^ bis 50 ng/ml bFGF, 0,1 bis 100 nM 
a-MSH luid 0,1 bis 100 nM Endothelin- 1 . Vorzugsweise 
enthalt das Melanozyten-Kulturmedium 0,1 bis 1,0 mM 
cAMP, 1,0 bis 15,0 ng/ml bFGF, 5,0 bis 50 nM a-MSH und 
5,0 bis 50 nM Endothelin- 1 und noch starker bevorzugt 3 
0,4-0,6 mM cAMP, 2^ bis 7,5 ng/ml bFGF, 5.0 bis 15.0 nM 
a-MSH und 5,0 bis 15,0 nM Endothelin-1. 
[0015] ErfindungsgemaB kann grundsatzHch jedes be- 
kannte und fur die Kultivierung von primaren human Zellen 
geeignete Basismedium venvendet warden. Bevorzugt han- lO 
delt es sich um ein relativ reichhaltiges Medium (kein Man- 
gelmedium). Das Basismedium kann jede geeignete Koh- 
lenstoff- und/ oder Stickstofifquelle verwendet werden. Vor- 
zugsweise werden Kohlenstoff und Stickstoffquellen ver- 
wendet, die den Vorgaben des AMG und der GMP-Richtli- 15 
nie eotspiechen. Das Medium weist in jedem Fall eine Ca^*- 
Gehalt von nicht unter 0,6 mM, vorzugsweise nicht unter 
0,8 mM auf. Weiterbin ist das Medium mit geeigneten Men- 
gen an IVansferrin, Albumin und Glutamin supplementiert. 
Die Konzentrationen sind bier variabel und k&onen vom 20 
Fachmann anhand von Routineversuchen bestimmt und op- 
timiert werden. 

[0016] Ein geeignetes und fiir die Zwecke der vorliegen- 
den Erfindung bevorzugtes Medium ist das PC-1 Basalme- 
dium, das von der Firma Bio Whittaker, Verviers, BE (Kat,- 25 
Nr. 77232) erganzt durch das entsprechende Supplement 
Bio Whittaker. Verviers. BE (Kat.-Nr. 344022). 
[0017] Der erste erfindungswesentliche Zusatz des erfin- 
dungsgemaBen Melanozyten-Kulturmediums ist cAMP (cy- 
cUsches Adenosin-Monophosphat). Das cAMP wirkt als 30 
Proliferations- und Differenzierungsfaktor fiir Melanozyten. 
Gleichzeitig hemmt es das Wachstum von Fibroblasten, die 
fiir Melanozyten-Kulturen iiblicherweise die problemati- 
sche Verunreinigungen darstellen. Die cAMP-Konzentra- 
tion liegt im allgemeinen zwischen 0,05 und 10,0 mM, vor- 35 
zugsweise 0,1 bis 1,0 mM und am meisten bevorzugt 0,4 bis 
0,6 mM, wobei eine Konzentration von 0,5 mM das Opti- 
mum fur das Wachstum der Melanozyten zu sein scheint. 
[0018] Der zweite erfindungswesentliche Zusatz zum Me- 
lanozyten-Kulturmedium *ist die Kombination aus bFGF 40 
(basic Fibroblast- like Growth Factor), a-MSH (a-Melano- 
tropin oder auch Melanozyten stimulierendes Hormon 
(^flSH) genannt) und Endothelin-1. Die Kombination aller 
drei Zusatze henunt synergistisch das Fibroblastenwachs- 
tum und fbrdert, vermutlich ebenfalls in synergistischer 45 
Weise, das Melanozytenwachstum. Alle drei Proteine sind 
an sich bekannt und werden vorzugsweise in der humanen 
Form verwendet. 

[0019] Der bFGF ist erfindungsgemafi ein einer Konzen- 
tration von 0,5 bis 50 ng/ml, vorzugsweise 1,0 bis 50 
15,0 ng/ml und am meisten bevorzugt 2,5 bis 7,5 ng/ml ent- 
halten. Mit steigender Konzentration steigt auch die 2^11- 
ausbeute an Melanozyten bis zu einem Sattigungswert an. 
Die Minimalmengen erscheinen insbesondere fiir die Kulti- 
vierung von Melanozyten aus Vitiligo-Patienten kritisch und 55 
soUten daher vorzugsweise nicht unterschritten werden. 
[0020] Das a-MSH ist erfindungsgemafi ein einer Kon- 
zentration von 0,1 bis 100 nM, vorzugsweise 5,0 bis 
50,0 nM und am meisten bevorzugt 5,0 bis 15,0 nM enthal- 
ten. Die Konzentrationen an Endothelin-1 betragen erfin- 60 
dungsgemafi von 0,1 bis 100 nM, vorzugsweise 5,0 bis 
50,0 nM und am meisten bevorzugt 5,0 bis 15,0 nM. Die an- 
gegebenen Konzentrationen sind jedoch insbesondere hin- 
sichtlich der Obergrenzen nicht kritisch, jedoch aus Kosten- 
grunden zu bevorzugen. 65 
[0021] Das erfindungsgemaBe Melanozyten-Kulturme- 
dium kann zusatzlich 0,1 bis 50 ng/ml EFG (Epidermal 
Growth Factor) und/oder 0,1 bis 50 >ig/nil Insulin enthalten. 
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Bei beiden Proteinen handelt es sich um generelle Wachs- 
tumsfaktoren fur Hautzellen, die vorzugsweise in der huma- 
nen Form verwendet werden. Da EGF auch das Wachstum 
von Fibroblasten fordert. ist seine Konzentration moglichst 
im unteren angegebenen Bereich anzusiedeln, obwohl auch 
hohwe Konzentrationen verwendet werden konnen. Dies 
kann allerdings zum Verlust der Selektivitat ftir Melanozy- 
ten fiihren. Bei dem hier genannten. Vorzugsweise enth^t 
das Melanozyten-Kulturmedium 0,1 bis 50 ng/ml EFG und 
0,1 bis 50fig/ml Insulin, noch starker bevorzugt 1 bis 
10 ng/nU EFG und 1 bis 10 pg/ml Insulin. 
[0022] In einem zweiten Aspekt betrifft die vorliegende 
Erfindung die Verwendung des oben beschriebenen Melano- 
zyten-Kulturmediums zur Zuchtung von Melanozyten, ins- 
besondere zur selektiven ZQchtung. Die Kulturbedingungen 
sind dem Fachmann bekannt und konnen anhand von Roud- 
neexpeiimenten opdmiert werden. 

[0023] Die Ziichtung der Melanozyten unter Verwendung 
des erfindungsgemaBen Mediums erfolgt ausgehend von 
Gewebebiopsien eines Spenders und vorzugsweise des zu 
behandelndenPatienten selbsL Vorzugsweise sind die erhal- 
tenen Melanozyten zur Reimplantation in den Menschen, 
insbesondere den Spender bestimmt. Sind Spender und 
Empfanger identisch, ist eine TransplantatabstoBung nicht 
zu befiirchten, sofem nicht das Kulturmedium antigene Sub- 
stanzen enthalt. Letzteres entspricht nicht dem AMG und ist 
daher nicht erwiinscht. 

[0024] Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen Medi- 
ums ist die selektive Inhibition des Fibroblastenwachstums 
bei gleichzeitig hohen Vermehrungsraten der Melanozyten. 
In entsprecbenden Vergleichsversuchen mit den konuner- 
zieU von der Firma Promocell vertriebenen Melanozylen- 
Kulturraedien (TPA-Medium und TPA-freies Medium) hat 
die Anmelderin gefunden, dass das erfindungsgemaBe Me- 
lanozyten-Kulturmedium den mit diesen genannten Medien 
endelten Eigebnissen mindestens veigleichbare Ergebnisse 
liefert, wetm nicht bessere. 

Beispiele 

[0025] Fur Vergleichsversuche mit den oben genannten 
Medien der Firma Ptomocell wurde folgendes Medium her- 
gestellt und eingesetzt. 

TabeUe 1 

Verwendetes Medium 

[0026] PC-1 Basalmedium (Bio Whittaker, Verviers, BE; 

KaU-Nr. 77232) Supplement: (Bio Whittaker, Verviers, BE; 

Kat.-Nr. 344022) 

40,5mMcAMP 

+5 ng/ml bFGF 

+10 nM a-MSH 

+10 nM Endothelin-1 

+5 ng/ml EGF 

+5 pg/ml Insulin (entspricht 0,125 1. E./ml) 
[0027] Zum direkten Vergleich wurden parallele Zellkul- 
turen aus Biopsaten derselben Testpersonen mit den genann- 
ten Medien etablien und nach gangigen Verfahren gefuhrt. 
Im Ergebnis entspricht das Wachstum und die Morphlogie 
von etablienen Melanozyten-Kulturen mit dem erfindungs- 
gemaBen Medium etwa denjenigen des TFA-Mediums. Al- 
lerdings bietet das erfindungsgemaBe Medium M>rteile bei 
der Etablierung der Kultur, dahingehend, dass die Zellaus- 
beute durchschnittlich 5 bis 10-mal hoher liegt. Diese ho- 
here Zellausbeute konnte am Wachstum von ebenfalls im 
Biopsat vorhandenen Keratinozyten liegen, die wiederum 
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das Wachstum der Melanozyten fordem. Ein Wachstum von 
Keratinozyten wurde dagegen im TPA-Medium der Fa. Pro- 
moceU nicht beobachtet 

[0028] Das TPA-freie Medium der Fa. Promocell, das 
ebenfals als Vergleich genutzt wurde, weist veigleichbare 5 
Nachteile beziiglich der PVimarkultur (Zellausbeuten) auf 
und liefert dariiber hinaus wesentlich geringere Vermeh- 
ningsraten. So belrug in Vergleichsmessungen die Verdopp- 
lungsgeschwindigkeit mit dem TPA-fireien Medium ca. 7 
Tagen, wahrend sie fur das erfindungsgemafie Medium aus lO 
Tabelle 13 bis 5 Tage betrug. 

[0029] Hinsichtlich Moiphologie. Qualitat der Zellen, 
Melaninsynthese oder maximaler Kulturdauer (d. h. Zahl 
der Passagen) entsprach oder ubertraf das erfindungsgem^ 
Medium das jeweils bessere der beiden >^igleichsmedien in is 
jedem Experiment. 

Patentanspruche 

1. Melanozyten-Kulturmedium, enthaltend ein fUr die 20 
Kultur von primaren human Zellen geeignetes Basis- 
medium, das einen Gehalt an Cs?* von nicht unter 
0.6 mM aufweist und mit TVansferrin, Albumin und 
Glutamin supplemenliert ist, welches Melanozyten- 
Kulturmedium zusatzlich enthalt: 0,05-10,0 mM 25 
cAMP, 0,5-50 ng/ml bFGF, 0,1-100 nM a-MSH und 
0.1-100 nM Endothelin-1. 

2. Melanozyten-Kulturmedium nach Anspruch 1, ent- 
haltend: 0,1-1,0 mM cAMP, 1,0-15 ng/ml bFGF, 
5,0-50 nM a-MSH und 5,0-50 nM EndotheUn- 1 . 30 

3. Melanozyten-Kulturmedium nach Anspruch 1, ent- 
haltend: 0.4-0,6 mM cAMP, 2,5-7,5 ng/ml bFGF, 
5.0-15,0 nM a-MSH und 5,0-15,0 nM EndotheUn- 1. 

4. Melanozyten-Kulturmedium nach einem der vorste- 
henden Anspriiche, zusatzlich enthaltend 0,1-50 ng/ml 35 
EFG und/oder 0,1-50 pg/ml Insulin. 

5. Melanozyten-Kulturmedium nach einem der vorste- 
henden Anspriiche, zusatzlich enthaltend 0,1-50 ng/ml 
EFG und 0,1-50 pg/ml Insulin. 

6. Melanozyten-Kulturmedium nach einem der An- 40 
spriiche 1 bis 3, zusatzlich enthaltend 1-10 ng/ml EFG 
und 1-10 pg/ml InsuHn. 

7. Verwendung eines Melanozyten-Kulturmedium ge- 
maB einem der vorstehenden AnsprOche zur Zuchtung 
von Melanozyten. 45 

8. Verwendung nach Anspruch 7, worin die Zuchtung 
ausgehend von Gewebebiopsien eines Patienten er- 
folgt 

9. Verwendung nach Anspruch 7 oder 8, worin die 
Melanozyten zur Reimplantation in den Menschen be- 50 
stimmt sind. 

10. Verwendung nach einem der Anspriiche 7 bis 10, 
worin das Wachstum von konkurrierenden Fibroblar 
sten selektiv inhibiert wird. 

11. Melanozytensuspension in einem Medium gemafi 55 
einem der Anspriiche 1 bis 6. 
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Beschreibung 

[0001] Die Melanozyten sind Zellen, die fur die Pig- 
mentieaing der Haut verantwortlich sind. Sie sind die 
Orte der Pigmentbildung und Lagerung. Storungen 
der Pigmentbildung und/oder Lagerung fOhren ent- 
weder zu einer Oberpigmentierung beispielsweise in 
Form von Pigmentfiecken, dem Cloasma, Mutterma- 
len, Leberflecken und anderem. oder der Unterpig- 
mentierung, was z.B. im Falle der Vitiligo oder den 
sogenannten ^Itersflecken" zu einem ganzlichen 
Fehlen von Pigmenten und daher weiften Flecken auf 
der Haut fQhren kann. Beide Arten Pigmentierungs- 
stdrungen konnen kosmetisch unerwunscht sein. 

Stand der Technik 

[0002] Zur Behandlung von Altersflecken wurde in 
der Vergangenheit versucht, die umgebende Haut im 
Farbton an die Flecken anzupassen, also die Haut zu 
bleichen. Ebenso ist versucht worden. Oberpigmen- 
tierungen durch Bleichen der betroffenen Hautpartien 
zu beseitigen. Das Bleichen ist zum einen ein fOr die 
gesunde Haut fragwurdiges. da potentiell schadigen- 
des Verfahren. Zum anderen wird das gewunschte 
Ergebnis oft nrcht in zufriedenstellendem Umfang er- 
zielt. 

[0003] In jungerer Zeit mit der Entwicklung der mo- 
demen Biotechnologie ist man in schwerwiegenden 
Fallen der Vitiligo dazu ubergegangen, die von der 
Storung befallenen Hautpartien abzutragen und 
durch gesunde, d.h. ausreichend pigmentierte Trans- 
plantate. vorzugsweise Eigentransplantate zu erset- 
zen. Hierzu werden dem Spender, bei Eigentrans- 
plantaten also dem Patienten, an einer normal plg- 
mentierten Stelle Hautteile entnommen. Aus diesem 
Biopsat werden selektiv die Melanozyten gezuchtet 
und vermehrt. Stehen ausreichend Zellen zur Verfu- 
gung, werden an der betroffenen Stelle die oberen 
Hautschichten entfernt und eine die kultivierten Zel- 
len enthaltende Losung aufgetragen. Die gesunden 
Melanozyten wachsen an und konnen nach der Ab- 
heilung eine ausreichend pigmentierte Hautpartie bil- 
den. Dies hat die kosmetisch gewunschte Wirkung, 
dass eine normale Pigmentierung erzielt und gleich- 
zeitig das umgebende Gewebe weitgehend geschont 
werden kann. 

[0004] Da Melanozyten nur einen untergeordneten 
Prozentsatz der vorhandenen Hautzellen darstellen, 
wird jedes Spenderbiopsat, aus dem die Melanozy- 
ten gezuchtet werden sollen. Oberwiegend andere 
Zelltypen, vor allem Fibroblasten und Keratinozyten. 
enthalten, Jedes fur die Zuchtung der Melanozyten 
venvendete Kulturmedium muss daher folgendes 
leisten: Ersten muss es auf die Melanozyten prolife- 
rationsfordernd wirken. Zweitens muss es die Diffe- 
renzierung des gewQnschten Zelltyps fordern oder 
zumindest stabilisieren. Da Proliferation und termina- 
te Differenzierung oft entgegengesetzte und einander 
ausschliedende Entwicklungsrichtungen sind, die 



eine Zelle einschlagen kann, sind Kompromi&losung 
zwischen beiden fur Kulturmedien oft schwer zu fin- 
den. 

[0005] Drittens sollte ein geeignetes Kulturmedium 
das VN^hstum unenvOnschter Zellen, die die Kultur 
verunreinigen wie beispielsweise Fibroblasten hem- 
men. Da gerade Fibroblasten die Mehrheit der Haut- 
zellen darstellen und daher zu Melanozyten stets im 
UberschuB vorhanden sind und andererseits nur 
sehr geringe Anforderungen an ein Kulturmedium 
stellen, ist diese Anforderung schwer zu erfullen und 
bedarf einer spezifischen Wachstumshemmung die- 
ses Zelltyps. 

[0006] SchlieUlich muss ein Kulturmedium von fur 
die Transplantation bestimmten Zellen mit dieser 
•Endbestimmung kompatibel sein. Das bedeutet, 
dass das Medium ausschtief^lich nach dem Arznei- 
mittelgesetz zulassige und vertragliche sowie unter 
der „good medical practice" tolerierbare Bestandteile 
enthalten sollte und vorzugsweise enthalt. 
[0007] Fur wissenschaftliche Melanozytenkulturen 
venvendete Medien erreichen die oben unter erstens 
bis drittens genannten Ziele ubiichenfl/eise durch Zu- 
satz von Phorbolestern wie 12-ortho-Tetradecanoylp- 
horbolacetat (TPA) oder Phorbolmyristinacetat. Alle 
Phorbolester sind Karzinogene. die unter anderem 
die Entstehung von Hautkrebs fordern. Eine Retrans- 
plantation von potentiell mit Karzinogenen behandel- 
ten Zellen verbietet sich jedoch von alleine. Andere, 
ubiicherweise verwendete Bestandteile sind das mi- 
togene Choleratoxin oder fotales Kalberserum 
(FCS), das ein starkes Antigen darstellt und aus die- 
sem Grunde nicht geeignet ist. 
[0008] Kommerziell fur medizinische Zwecke wer- 
den derzeit zwei Medien derFirma Promocell GmbH 
(Heidelberg, Deutschland) venvendet, von denen ei- 
nes den oben genannten Phorbolester TPA sowie ei- 
nen Rinderhypophysenextrakt enthalt (Handelsna- 
me: Melanocyte Growth Medium, Kat.-Nr. C-24010). 
Das TPA-freie Medium der Firma Promocell (Han- 
delsname: Melanocyte Growth Medium M2, Kat.-Nr. 
C-24300) weist demgegenuber den Nachteil einer zu 
geringen Vermehrungsrate der Melanozyten auf. 

Aufgabenstellung 

[0009] Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung, ein Melanozyten-Kulturmedium bereitzustel- 
len, welches die oben genannten Kriterien erfullt. Es 
ist weiterhin Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein 
Melanozyten-Kultumriedium bereitzustellen, das den 
Anforderungen des AMG wie auch der GMP-Richtli- 
nie genugt. 

Zusammenfassung der Erfindung 

[001 0] Die genannten Aufgaben werden erfindungs- 
gemaU gelost durch ein Melanozyten-Kulturmedium, 
enthaltend ein fur die Kultur von primaren human Zel- 
len geeignetes Basismedium, das einen Gehalt an 
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Ca^* von nicht unter 0,6 mMol/l aufweist und mit 
Transferrin, Albumin und Glutamin suplennentiert ist. 
wobei das Melanozyten-Kultumnedium zusatzlich 
enthaft: 0.05 bis 10mMol/l cAMP. 0,6 bis 50 ng/ml bF- 
6R 0,1 bis 10mMol/l a-MSH und 0,1 bis 100 mMol/l 
EndotheIin-1 sowie wahtweise 0,1 bis 50 ng/ml EGF 
und/oder 0.1 bis 50 pg/ml Insulin, 
[0011] In einem zweiten Aspekt betrifft die Erfindung 
die VenA^endung eines wie oben definierten Melano- 
zyten-Kulturmediums zur ZQchtung von Melanozy- 
ten. 

<Benaue Beschretbung der Erfindung 

[0012] Wie oben beschrieben, betrifft die Erfindung 
ein spezielles Melanozyten-Kulturmedium. Dieses 
Melanozyten-Kulturmedium ist frei von jeglichen Kar- 
zinogenen. DarOber hinaus enthait es vorzugsweise 
ausschlief^lich nach dem AMG sowie nach den 
GMP-Richtlinien der EU zur Verwendung am Men- 
schen zugelassene Substanzen. Die aus der Kultur 
gewonnenen Melanozyten kdnnen damit ohne Be- 
denken hinsichtlich des Kulturmedlums als Trans- 
plantat verwendet werden. 

[0013] Das erfindungsgemaSe Melanozyten-Kultur- 
medium enthait ein fOr die Kultur von primaren hu- 
man Zellen geeignetes. vorzugsweise reichhattiges 
Basismedium, das einen Gehalt an Ca^* von nicht un- 
ter 0,6mMol/l, vorzugsweise nicht unter 0,8mMol/lm- 
Mol/I, aufweist und mit Transferrin, Albumin und Glu- 
tamin supplementiert ist. Das Melanozyten-Kulturme- 
dium enthait zusatzlich: 0.05 bis 10,0 mM cAMP, so- 
wie die Kombination aus 0,5 bis 50 ng/ml bPGF, 0.1 
bis lOOmMol/l a-MSH und 0.1 bis 100mMol/l Endo- 
thelin-1. Vorzugsweise enthait das Melanozyten-Kul- 
tunnedium 0. 1 bis 1 .OmMol/l cAMP, 1 ,0 bis 15.0 ng/ml 
bFGF. 5.0 bis 50mMol/l a-MSH und 5,0 bis 50mMol/l 
Endothelin-1 und noch starker bevorzugt 0.4 - 
0,6mMoI/l cAMP. 2.5 bis 7.5 ng/ml bFGF. 5.0 bis 
15.0mMol/l a-MSH und 5,0 bis 15.0mMol/l Endothe- 
lin-1. 

[0014] ErfindungsgemaR kann grundsatzlich jedes 
bekannte und fur die Kultivierung von primaren hu- 
man Zellen geeignete Basismedium verwendet wer- 
den. Bevorzugt handelt es sich um ein relativ reich- 
haltiges Medium (kein Mangelmedium). Das Basis- 
medium kann jede geeignete Kohlenstoff- und/oder 
Stickstoffqueile venvendet werden, Vorzugsweise 
werden Kohlenstoff- und Stickstoffquellen verwendet, 
die den Vorgaben des AMG und der GMP-Richtlinie 
entsprechen. Das Medium weist in jedem Fall eine 
Ca^* -Gehalt von nicht unter 0,6mMol/l, vorzugsweise 
nicht unter 0,8mMol/l auf. Weiterhin ist das Medium 
mit geeigneten Mengen an Transferrin. Albumin und 
Glutamin supplementiert. Die Konzentrationen sind 
hier variabel und konnen vom Fachmann anhand von 
Routineversuchen bestimmt und optimiert werden. 
[001 5] Ein geeignetes und fur die Zwecke der voriie- 
genden Erfindung bevorzugtes Medium ist das PC-1 
Basalmedium, das von der Firma Bio Whittaker. Ver- 



viers. BE (Kat.-Nr. 77232) erganzt durch das entspre- 
chende Supplement Bio Whittaker. Verviers. BE 
(Kat.-Nr. 344022). 

[0016] Der erste erfindungswesentliche Zusatz des 
erfindungsgemaHen Melanozyten-Kulturmediums ist 
cAMP (cyclisches Adenosin-Monophosphat). Das 
cAMP wiri^t als Proliferations- und Differenzierungs- 
faktor fur Melanozyten. Glerchzeitig hemmt ^s das 
WAachstum von Fibroblasten. die fur Melanozy- 
ten-Kulturen ubiicherweise die problematische Ver- 
unreinigungen darstellen. Die cAMP-Konzentration 
liegt im allgemeinen zwischen 0.05 und lO.OmMol/l. 
vorzugsweise 0.1 bis I.OmMol/l und am meisten be- 
vorzugt 0,4 bis 0.6mMol/l, wobei eine Konzentration 
von 0.5mMol/l das Optimum fOr das Wachstum der 
Melanozyten zu sein scheint. 

[0017] Der zweite erfindungswesentliche Zusatz 
zum Melanozyten-Kulturmedium ist die Kombination 
aus bFGF (basic Fibroblast-like Growth Factor), 
a-MSH (a-Melanotropin oder auch Melanozyten sti- 
mulierendes Hormon (MSH) genannt) und Endothe- 
lin-1. Die Kombination alter drei Zusatze hemmt syn- 
ergistisch das Fibroblastenwachstum und fordert, 
vermutlich ebenfalls in synergistischer Weise, das 
Melanozytenwachstum. Alle drei Proteine sind an 
sich bekannt und werden vorzugsweise in der huma- 
nen Form verwendet. 

[0018] Der bFGF ist erfindungsgemSB ein einer 
Konzentration von 0,5 bis 50 ng/ml. vorzugsweise 1 .0 
bis 15.0 ng/ml und am meisten bevorzugt 2.5 bis 7,5 
ng/ml enthalten. Mit steigender Konzentration steigt 
auch die Zetlausbeute an Melanozyten bis zu einem 
Sattigungswert an. Die Minimalmengen erscheinen 
insbesondere fur die Kultivierung von Melanozyten 
aus Vitiligo-Patienten kritisch und sollten daher vor- 
zugsweise nicht unterschritten werden. 
[001 9] Das a-MSH erfindungsgemaB ein einer Kon- 
zentration von 0,1 bis lOOmMbl/l, vorzugsweise 5,0 
bis 50,0mMol/l und am meisten bevorzugt 5.0 bis 
15.0mMol/l enthalten. Die Konzentrationen an Endo- 
thelin-1 betragen erfmdungsgemSI^ von 0.1 bis 
lOOmMoI/l. vorzugsweise 5,0 bis 50,0mMol/l und am 
meisten bevorzugt 5.0 bis 15,0mMol/l. Die angege- 
benen Konzentrationen sind jedoch insbesondere 
hinsichtlich der Obergrenzen nicht kritisch, jedoch 
aus Kostengrunden zu bevorzugen. 
[0020] Das erfindungsgemafie Melanozyten-Kultur- 
medium kann zusatzlich 0,1 bis 50 ng/ml EFG (Epi- 
dermal Growth Factor) und/oder 0,1 bis 50 pg/ml In- 
sulin enthalten. Bei beiden Proteinen handelt es sich 
um generelle Wachstumsfaktoren fOr Hautzellen. die 
vorzugsweise in der humanen Form verwendet wer- 
den. Da EGF auch das Wachstum von Fibroblasten 
fordert, ist seine Konzentration moglichst im unteren 
angegebenen Bereich anzusiedetn. obwohl auch hd- 
here Konzentrationen verwendet werden kfinnen. 
Dies kann allerdings zum Veriust der SelektivitSt fur 
Melanozyten ftihren. Bei dem hier genannten. Vor- 
zugsweise enthait das Melanozyten-Kulturmedium 
0.1 bis 50 ng/ml EFG und 0.1 bis 50 pg/ml Insulin. 
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noch startler bevorzugt 1 bis 10 ng/ml EFG und 1 bis 
10 pg/ml Insulin. 

[0021] In einem zweiten Aspekt betrifft die voriie- 
gende Erfindung die Verwendung des oben beschrie- 
benen Melanozyten-Kufturmediums zur ZQchtung 
von Melanozyten, insbesondere zur selektiven ZQch- 
tung. Die Kulturbedingungen sind denn Fachmann 
bekannt und konnen anhand von Routineexperimen- 
ten optimiert werden. 

(0022] Die ZQchtung der Melanozyten unter Ver- 
wendung des erfindungsgemaf^en Mediums erfolgt 
ausgehend von Gewebebiopsien eines Spenders 
und vorzugsweise des zu behandelnden Patienten 
selbst. Vorzugsweise sind die erhaltenen Melanozy- 
ten zur Reimplantation in den Menschen, jnsbeson- 
dere den Spender bestimmt. Sind Spender und Emp- 
fanger identisch, ist eine Transplantatabsto&ung 
nicht zu befurchten, sofem nicht das Kultunmedium 
antigene Substanzen enthalt. Letzteres entspricht 
nicht dem AMG und ist daher nicht erwunscht. 
[0023] Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaRen 
Mediums ist die selektive Inhibition des Fibroblasten- 
wachstums bei gleichzeitig hohen Vermehrungsraten 
der Melanozyten. In entsprechenden Vergleichsver- 
suchen mit den kommerziell von der Firma Promocell 
vertriebenen Melanozyten-Kulturmedien (TPA-Medi- 
um und TPA-freies Medium) hat die Anmelderin ge- 
funden. dass das erfindungsgemade Melanozy- 
ten-Kulturmedium den mit diesen genannten Medien 
erzielten Ergebnissen mindestens vergleichbare Er- 
gebnisse liefert. wenn nicht bessere. 

AusfQhrungsbeispiel 

[0024] FQr Vergteichsversuche mit den oben ge- 
nannten Medien der Firma Promocell wurde folgen- 
des Medium hergestellt und eingesetzt. 

Tabelle 1: VenA/endetes Medium 

[0025] PC-1 Basalmedium (Bio Whittaker, Verviers. 
BE; Kat.-Nr. 77232) Supplement: (Bio Whitlaker. Ver- 
viers. BE; Kat.-Nr. 344022) 

+ 0,5mMol/l cAMP 
+ 6. ng/ml bFGF 
+ lOmMol/la-MSH 
+ 10mMol/l Endothelin-1 

+ 5 ng/ml EGF 

+ 5 pg/ml Insulin (entspricht 0,125 I.E./ml) 
[0026] Zum direkten Vergleich wui^den parallele 
Zellkulturen aus Biopsaten derselben Testpersonen 
mit den genannten Medien etabliert und nach gangi- 
gen Verfahren gefQhrt. Im Ergebnis entspricht das 
Wachstum und die Morphlogie von etabtierten Mela- 
nozyten-Kulturen mit dem erfindungsgemdf^en Medi- 
um etwa denjenigen des TPA-Mediums. Allerdings 
bietet das erfindungsgemSHe Medium Vorteile bei 
der Etablierung der Kultur, dahingehend. dass die 
Zellausbeute durchschnittlich 5 bis 10-mal h5her 
liegt. Diese hdhere Zellausbeute kdnnte am Wachs- 



tum von ebenfalls im Biopsat vorhandenen Keratino- 
zyten liegen. die wiederum das Wachstum der Mela- 
nozyten fordem. Ein Wachstum von Keratinozyten 
wurde dagegen im TPA-Medium der Fa. Promocell 
nicht beobachtet. 

[0027] Das TPA-freie Medium der Fa. Promocell, 
das ebenfals als Vergleich genutzt wurde. weist ver- 
gleichbare Nachteile bezQglich der PrimSrkultur (Zel- 
lausbeuten) auf und liefert daruber hinaus wesentlich 
geringere Vermehrungsraten. So betrug in Ver- 
gleichsmessungen die Verdopplungsgeschwindigkeit 
mit dem TPA-freien Medium ca. 7 Tagen. wahrend sie 
fur das erfindungsgemdUe Medium aus Tabelle 1 3 
bis5Tage betrug. 

[0028] Hinsichtlich Morphologie, Qualitat der Zellen, 
Melaninsynthese oder maximaler Kulturdauer (d.h. 
Zahl der Passagen) entsprach oder ubertraf das er- 
findungsgema&e Medium das jeweils bessere der 
beiden Vergleichsmedien In jedem Experiment. 

PatentansprQche 

1. Melanozyten-Kultunmedium. enthaltend ein fur 
die Kultur von primaren human Zellen geeignetes Ba- 
sismedium. das einen Gehalt an Ca^* von nicht unter 
0,6mMol/l aufweist und mit Transferrin, Albumin und 
Glutamin supplementiert ist. welches Melanozy- 
ten-Kultunmedium zusatzlich enthSIt: 0 05 - 
lO.OmMol/l cAMP, 0.5 - 50 ng/ml bFGF, 0.1 - 
lOOmMol/l a-MSH und 0.1 - lOOmMol/l Endothelin-1. 

2. Melanozyten-Kulturmedium nach Anspruch 1, 
enthaltend 0,1 - I.OmMol/l cAMP, 1,0-15 ng/ml bF- 
GF, 5,0 - 50mMol/l a-MSH und 5.0 - 50mMol/l Endo- 
thelin-1. 

3. Melanozyten-Kulturmedium nach Anspruch 1 , 
enthaltend 0,4 - 0.6mMol/l cAMP. 2,5-7.5 ng/ml bF- 
GF, 5,0 - 15,0mMo!/l a-MSH und 5.0 - 15.0mMol/l 
Endothelin-1 . 

4. Melanozyten-Kulturmedium nach einem der 
vorstehenden Anspruche. zusStzlich enthaltend 0,1 - 
50 ng/ml EFG und/oder 0,1 - 50 [}\ig/m\ Insulin. 

5. Melanozyten-Kulturmedium nach einem der 
Anspruche 1 bis 3. zusatzlich enthaltend 1-10 ng/ml 
EFG und 1-10 pg/ml Insulin. 

6. Venvendung eines Melanozyten-Kultunmedi- 
um gemad einem der vorstehenden AnsprQche zur 
ZQchtung von Melanozyten. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, worin die 
ZQchtung ausgehend von Gewebebiopsien eines Pa- 
tienten erfolgt. 

8. VenA/endung nach einem der AnsprQche 6 bis 
7, worin das Wachstum von konkurrierenden Fibro- 
blasten selektiv inhibiert wird. 
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9. Melanozytensuspension in einem Medium ge- 
maB einem der Anspruche 1 bis 5. 

Es folgt kein Blatt Zeichnungen 
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